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INTRODUCCIÓN 
Restos fósiles de la era paleolítica que datan de más de 60,000 años, evidencian el uso ancestral de 
las plantas en la medicina humana, desde entonces, han sido la principal fuente de numerosas 
medicinas, siendo utilizadas por diversas culturas para tratar las dolencias de la población. 
A la par del avance de la medicina y la tecnología, las plantas han empezado a hacer distintas 
contribuciones, metabolitos aislados de extractos vegetales pueden ser utilizados como medicinas o 
servir como bases estructurales para nuevos fármacos derivados o inspirados en las características de 
los diferentes metabolitos, debido a eso, en la actualidad los estudios de plantas en el campo de la 
medicina moderna se han centrado en el aislamiento y purificación de distintos compuestos, así como 
la identificación de sus efectos biológicos in vitro en etapas preliminares e in vivo en etapas 
posteriores. (Daniel S. Fabricant, 2001) 
Los avances científicos han permitido diferenciar los compuestos responsables de las actividades 
biológicas de los diferentes extractos vegetales, dentro de ellos se ha estudiado ampliamente el papel 
que cumplen metabolitos como los polifenoles, y entre estos los flavonoides, que son conocidos por 
ser antioxidantes utilizados en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. (Felipe H.A. 
Fernandes a, 2015) 
La investigación en productos naturales tiene diversas dificultades, dentro de las cuales se encuentra 
el acceso y limitación de los recursos, la identificación botánica de especies muy similares, la 
identificación y aislamiento de metabolitos presentes en los extractos y la complejidad química de los 
mismos, por lo cual día tras día es de gran utilidad el desarrollo metodologías y herramientas que 
permitan una identificación más rápida de los componentes de las plantas, para de esta forma 
acercarse más a su potencial biológico. 
En este proyecto, se utilizó la Cromatografía liquida de alta eficiencia HPLC con detección de arreglo 
de diodos, para desarrollar una metodología que permitiera separar 14 flavonoides que han sido 
identificados en diferentes especies de plantas pertenecientes a la familia Asteraceae, permitiendo no 
solo su identificación sino también su cuantificación dentro de estas matrices complejas. De la misma 
forma, se busca que dicha metodología pueda servir como herramienta para el establecimiento de 
patrones de señales que facilite una identificación rápida del potencial biológico de una especie 
recolectada.  
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OBJETIVOS 
OBJETIVO GENERAL:  
Proponer unas condiciones de análisis para extractos vegetales por cromatografía liquida de alta 
eficiencia con detección de arreglo de diodos (HPLC-DAD) como herramienta para la caracterización 
de especies de la familia Asteraceae.  
OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  
1. Establecer el sistema cromatográfico más adecuado que permita la separación de 14 flavonoides 
presentes en especies de la familia Asteraceae. 
2. Establecer las condiciones óptimas de análisis que garanticen la determinación simultánea, tanto 
cualitativa como cuantitativa, de los 14 flavonoides estudiados. 
3. Determinar el patrón de señales obtenido en la aplicación de la metodología desarrollada a muestras 
de extractos de especies de la familia Asteraceae.   
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MARCO TEORICO 
 
Cromatografía:  
La cromatografía es un método físico de separación en el cual los componentes a separar se 
distribuyen en dos fases; una estacionaria y una móvil. La clave de la separación en cromatografía es 
la velocidad con la que se mueve cada sustancia dependiente de su afinidad relativa por ambas fases. 
Los componentes que presentan mayor afinidad por la fase estacionaria van a interaccionar por más 
tiempo con la misma por lo cual se retienen con mayor facilidad, por otro lado, aquellos que tengan 
mayor afinidad por la fase móvil van a retenerse menos, esto se debe a la polaridad de cada molécula 
entendiéndose esta como una característica de cada enlace y se debe a la diferencia de 
electronegatividad entre los átomos enlazados. (Elsa Lundanes, 2013)  
Existen varios tipos de cromatografía dentro de los que se encuentra la cromatografía de intercambio 
iónico que separa las moléculas con base a su carga iónica neta, se lleva a cabo con empaques de 
columna que tiene grupos funcionales cargados unidos a una matriz polimérica.  
Otro tipo de cromatografía es la de gases en este caso la fase móvil es un gas inerte (helio o nitrógeno) 
y la fase estacionaria es un sólido o un líquido “sostenido” por un sólido inerte, este tipo de 
cromatografía siempre es en columna, ya que es la única manera de que la fase móvil gaseosa se 
mantenga fluyendo, confinada dentro del sistema. Este tipo de columnas se conocen como columnas 
capilares y proporcionan la mayor capacidad de separación. (Elsa Lundanes, 2013) 
La cromatografía en capa fina se basa en la preparación de una capa uniforme de un absorbente 
mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte; la fase estacionaria será un componente polar y 
el eluyente será menos polar para permitir la separación de los analitos en la cual los más polares van 
a desplazarse con mayor facilidad. (Elsa Lundanes, 2013)  
La cromatografía de permeación en gel también conocida como de exclusión, consiste en una 
columna cromatografía empacada de tal manera que las partículas de dicho empacamiento tienen 
diferentes tamaños de poros o de redes de poros con el fin de que las moléculas de soluto sean 
retenidas o excluidas basándose en su forma, tamaño y no en el peso molecular.  
La cromatografía de fluidos supercríticos es una modalidad híbrida entre la cromatografía de gases y 
de líquidos que combina algunas características de cada una de ellas. Esta técnica es uno de los tres 
tipos importantes de cromatografía en columna, ésta permite la separación y determinación de 
compuestos que no son manipulados ni por la cromatografía de gases ni por la de líquidos debido que 
en estos casos las sustancias presentan densidades, viscosidades y otras propiedades que son 
intermedias entre las características de esa sustancia en estado gaseoso y en estado líquido. En la 
cromatografía de afinidad la separación de los analitos está en  función de su especificidad de fijación 
de ligando,  los ligandos de afinidad son moléculas poliméricas que sirven de soporte porque están 
unidas covalentemente sobre la columna cromatografía o matriz inerte que debe de tener una 
estructura de poro abierta y estabilidad en condiciones de cambio de pH, detergentes y agentes 
disociantes, para así, retener y adsorber específicamente a las proteínas, la fase estacionaria es sólida.. 
(Universiad Nacional Autónoma de México, 2007) (Elsa Lundanes, 2013) 
Para efectos del proyecto se trabajará con Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC)la cual se 
utiliza para la separación de los distintos componentes de una mezcla los cuales se distribuyen en una 
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fase móvil que es un disolvente o mezcla de disolventes y la fase estacionaria es un sólido que 
interactúa con las sustancias a separar. 
Existen dos tipos; Cromatografía de fase normal que se caracteriza por separar compuestos en base a 
su polaridad, donde se utiliza una fase estacionaria polar y la fase móvil apolar (Mki, 2011); mientras 
que la cromatografía de fase reversa se utiliza como fase estacionaria una columna con características 
apolares y una fase móvil polar. Las columnas más utilizadas para este fin son las C8 o C18 que se 
refiere a la cantidad de carbonos que cubren la superficie de la molécula de sílice. (Quattrocchi, de 
Andrizzi, & Laba, 1992) (Heftmann, 2004) (Elsa Lundanes, 2013) 
El equipo de HPLC consta de una serie de partes que permiten su desempeño, dentro de las que se 
encuentran un reservorio, que consiste en un frasco de vidrio que contiene la fase móvil y debe estar 
ubicado en la parte superior del equipo, a este se le debe colocar una tapa con un pequeño agujero 
que permita el ingreso de la tubería al frasco para transportar la fase móvil hasta la bomba que 
contenga un filtro de acero de 2-10micrometros de porosidad para evitar el paso de partículas de gran 
tamaño que puedan dañar la columna (Quattrocchi, de Andrizzi, & Laba, 1992) (Elsa Lundanes, 2013) 
Otra de las partes del equipo son las tuberías que deben conectar el reservorio de la fase móvil con la 
bomba, y todo el sistema en serie. Una característica muy importante de las tuberías es que deben ser 
inertes y resistir altas presiones por lo cual se emplean tuberías de acero inoxidable (316 o 304) o 
poliméricas (polipropileno o teflón) con un diámetro de 1/16 pulgadas, junto con estas deben estar 
las uniones que consisten en piezas que unen las tuberías, deben ser inertes a fases móviles y muestras, 
deben cerrar herméticamente. Adicionalmente el equipo debe contar con una bomba que ejerce la 
presión necesaria para que la fase móvil viaje del reservorio hacia el sistema debe ser de acero 
inoxidable. (Quattrocchi, de Andrizzi, & Laba, 1992) (Elsa Lundanes, 2013) 
También cuenta con inyectores que cumplen la función de introducir la muestra en solución sin 
interrumpir el caudal de solvente a través del sistema, a su vez es muy importante que el inyector sea 
fácil de operar, ser inerte al ataque químico y muy preciso en cuanto a la muestra que introduce al 
sistema. Una vez la muestra es inyectada, viaja a través de las tuberías junto con la fase móvil 
dirigiéndose a la columna donde serán separados los analitos en función de su afinidad por la fase 
estacionaria o móvil, esta interacción se traduce en una señal que es emitida por un   detector que 
permite ubicar en tiempo y espacio cada componente de la mezcla. 
Alguna de   las     características que estos deben cumplir es tener un amplio rango dinámico de 
respuesta; el valor mínimo de este rango se conoce como detectabilidad mínima, además debe poseer 
una respuesta lineal, responder a todos los solutos, tener la sensibilidad apropiada, o afectarse por 
cambios de temperatura, poseer buena relación señal-ruido y no destruir la muestra. Los detectores 
pueden clasificarse en generales y selectivos: los generales miden el cambio de alguna propiedad 
física de la fase móvil que contiene el analítico en comparación con la fase móvil pura ejemplo el 
detector de conductividad. Los detectores selectivos son aquellos sensibles a alguna propiedad propia 
del soluto como es el caso del UV que produce una señal proporcional a ala absorbancia del analítico. 
(Quattrocchi, de Andrizzi, & Laba, 1992). (Elsa Lundanes, 2013) 
 
Validación Analítica 
Validar un método es el proceso que define un requisito analítico y confirma que cuenta con 
capacidades consistentes para las aplicaciones requeridas. La ISO/IEC 17025 define la validación 
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como “confirmación, a través del examen y aportación de evidencias objetivas, de que se cumplen 
los requisitos particulares para un uso específico previsto”. (Vicki Barwick, 2017). 
Un método debe ser validado cuando es necesario demostrar que sus características de desempeño 
son adecuadas para el uso previsto. (Vicki Barwick, 2017), La validación debe ser necesaria para 
cumplir con los requisitos en relación con el uso dado o la aplicación. Los parámetros por evaluar en 
la validación son: Selectividad que se refiere al grado en que un método puede cualificar o cuantificar 
al analito en presencia de interferentes. Una prueba de selectividad debe mínimo analizar 3 reactivo 
testigo, 3 blancos y 3 estándar de concentración conocida. (Duffau, Rojas, Guerrero, & Roa, 2010), 
la linealidad que debe evaluarse mediante la inspección visual de un gráfico de señales en función de 
la concentración o el contenido del analito, mediante el cálculo de una línea de regresión mediante el 
método de mínimos cuadrados. (USE, 1994) (Duffau, Rojas, Guerrero, & Roa, 2010), la sensibilidad 
que se define como el cociente entre el cambio en la indicación de un sistema de medición y el cambio 
correspondiente en el valor de la cantidad utilizada para la medición, Se dice que un método es 
sensible cuando tan solo un pequeño cambio en la concentración muestra una gran variación de la 
respuesta instrumental. (Duffau, Rojas, Guerrero, & Roa, 2010), la distancia; establece como 
confirmación del procedimiento analítico que proporciona un grado aceptable de linealidad, precisión 
y exactitud cuándo se aplica en muestras que presentan cantidad del analito en los extremos del rango 
especificado donde se deben tener en cuenta determinados rangos. (USE, 1994); la precisión se refiere 
al grado de concordancia entre los resultados independientes de una medición obtenidos en 
condiciones estipuladas, depende de la distribución de los resultados sin estar relacionada con el valor 
verdadero.  
La exactitud se define como el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de 
referencia, es la combinación de veracidad y precisión y por último la robustez que se define como 
una medida de la capacidad de un procedimiento analítico de no ser afectado por variaciones pequeñas 
pero deliberadas de los parámetros del método (Eurolab España, 2016). 
 
FAMILIA ASTERACEAE (Compositae) 
Proviene del latín “Aster” que significa estrella, referente a las inflorescencias. 
Plantas herbáceas, arbóreas, trepadoras o rastreras, algunas producen sustancias aromáticas y látex, 
con hojas simples o ausentes, flores múltiples pero escasas, homogamos o heterogamos, 
morfológicamente radiados, discoideos, tubulosas o liguladas. Tienen frutos envueltos y semillas 
oleaginosas. 
Dentro de esta amplia familia, existen plantas alimenticias, medicinales, ornamentales e industriales, 
malezas y plantas tóxicas. Es evolutivamente muy exitosa y ha sido capaz de desarrollar diversos 
mecanismos de defensa. 
Valor de las asteráceas 
Están ampliamente distribuidas por todo el mundo, especialmente en regiones semiáridas, tropicales 
y subtropicales, representan el 8-10% de la flora global, con 1620 géneros, 23699 especies, 40 de 
ellas muy importantes en la alimentación, dentro de las cuales son muy conocidas la Lactuca sativa 
L, mejor conocida como Lechuga, que se cultiva en casi todo el planeta con fines alimentarios. 
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De Valor industrial, Oleaginosas como el cártamo (Carthamus tinctorius L), que son de bajas 
concentraciones de ácidos grasos saturados y alta de saturados, también se obtienen aceites de géneros 
como calendula, Eupatorium, Centaurea, Heliantus, Matricaria, y Artemisia, entre otros (Luis A Del 
Vitto, 2009) Y Heliantus annuus (Girasol) Sus usos son amplios, en la industria alimentaria se utilizan 
las semillas y el aceite, así como en la medicina popular para curar el asma. ((UNNE), S.F). 
Edulcorantes: Stevia Rebaudiana, cultivada a gran escala para la obtención de un glicósido 
diterpenico, poco tóxico y no calórico. (Luis A Del Vitto, 2009)  
Con principios amargos: como la Artemisia absinthium L y Centaurea benedicta L, utilizadas en la 
industria licorera para preparar vermouth, gracias a la concentración de lactonas sesquiterpenicas, 
también tienen aplicaciones en la industria farmacéutica como eupépticos. (Luis A Del Vitto, 2009) 
Otras clasificaciones: De acuerdo con su uso y características, se pueden clasificar como insecticidas, 
tóxicas, especias, ornamentales, forestales, para restauración de suelos, forrajeras, malezas de 
cultivos, entre otras. (Del Vitto, 2015) 
Cabe destacar, que uno de los usos más importantes de la familia de las Asteraceae, es su uso 
farmacológico o sus propiedades biológicas, por ejemplo, la Matricaria recutita L. (Manzanilla) 
utilizada ampliamente por sus propiedades digestivas, hepáticas, sedativas, emolientes, antitusivas, 
entre otras. 
Mientras que, en el país, gracias a estudios como los realizados dentro de los grupos de investigación 
de la Universidad de Ciencias Ambientales y aplicadas UDCA, se han realizado estudios sobre la 
actividad biológica de diversos compuestos aislados de géneros de las asteráceas, como el género 
Chromoalena, Ageratina, Eupatorium, Ghaphalium y Achyroline, cuyas propiedades serán ampliadas 
a continuación. 
Composición Química de las Asteráceas 
El conocimiento bioquímico del grupo ha sido muy importante para la taxonomía y para explicar y 
facilitar el uso de estas en actividades económicas, pues en terapéutica son utilizados muchos géneros 
de las asteráceas, en el tratamiento de enfermedades respiratorias, digestivas, renales, dérmicas, en 
cáncer de colon, páncreas y seno, por ser antiinflamatorios y antirreumáticos, actividades biológicas 
que son explicadas por la composición Química de los extractos. 
El grupo se caracteriza por la presencia de ácidos iso y clorogénico, Isoflavonoides, lactonas 
sesquiterpenicas, alcoholes triterpénicos pentacíclicos, aceites esenciales, alcaloides y una carencia 
de taninos. Las semillas almacenan glúcidos, prótidos y lípidos, ácidos de cadenas cortas. 
Los metabolitos secundarios aislados más estudiados han sido los flavonoides y los aceites volátiles 
con di y triterpenos, también algunas lactonas, que se sabe son responsables de sus distintas 
actividades biológicas y terapéuticas (Ver tabla 1). (Luis A Del Vitto, 2009) 
Diversos estudios realizados en Colombia y España sobre extractos de especies de la familia 
Asteraceae, han logrado realizar asociaciones directas entre los flavonoides que contienen las 
asteráceas con su actividad biológica, dentro de la Universidad de Ciencias Ambientales y Aplicadas 
UDCA, se han realizado investigaciones como en el 2018, Báez Gustavo y Olaya Jeimmy, la 
evaluación de la actividad citotóxica y genotóxica de flavonoides de tipo  hidroxi-metoxilados 
aislados de Chromoalena tacotana (Jeimmy Paola Olaya Soto, 2018) y la evaluación de la actividad 
anti proliferativa de extractos de Gnaphalium gracile que contienen gnaphalina, quercetina y 3-o-
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metoxyquercetina contra líneas de cáncer celular de páncreas, colon y próstata, realizada por 
Torrenegra R.D. et al y en 2017 También se realizaron estudios sobre la actividad anti proliferativa 
de fracciones clorofórmicas de Ageratina gracilis (Gina Méndez-Callejas, 2017) 
Mientras que, en Buenos Aires en 2007, se realizaron estudios sobre la actividad antiinflamatoria de 
los flavonoides hiperósido, rutina, eriodictiol y otros flavonoides aislados de Eupatorium arnottianum 
(M. Clavin, 2007) 
FLAVONOIDES 
Los flavonoides hacen parte de la subclase de polifenoles más grande y abundante del reino vegetal, 
se encuentran en frutas, vegetales, granos, raíces y semillas. Son conocidos por sus propiedades 
biológicas, se ha convertido en una de las moléculas más estudiadas por los investigadores. El primero 
de ellos fue Albert Szent-Györgyi (ganador del premio Nobel de Fisiología y Medicina en 1937), 
quien los descubrió y dio el nombre de “Vitamina P”. (Alvarez Castro & Cambeiro) (A. N. Panche1, 
2016) 
Los flavonoides son conocidos por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anti 
mutagénicas, anti carcinogénicas y recientemente se han hecho estudios que han comprobado la 
capacidad que tienen para modular la función enzimática de importantes enzimas como la xantina 
oxidasa (XO) y la ciclooxigenasa (COX), además ha despertado interés su uso para reducir 
enfermedades cardiovasculares. (A. N. Panche1, 2016) 
En la actualidad se conocen alrededor de 6000 flavonoides diferentes, entre diferentes subgrupos que 
incluyen las chalconas, los flavones, flavonoles e isoflavonas, en conjunto tienen como función 
proteger las plantas de los rayos UV, contra sequias y heladas, aportarles coloración y aroma, en las 
frutas esto es atractivo para insectos polinizadores. (A. N. Panche1, 2016) 
Estas moléculas consisten en estructuras fenólicas de 15 carbonos con dos anillos bencénicos A y B, 
que se conectan de un anillo de pireno el cual contiene un átomo de oxígeno, C (Figura 1). Los 
flavonoides presentan distintos grupos orgánicos como sustituyentes, en las posiciones 3, 5, 7, 3 ', 4', 
y 5’, los cuales son, por lo general, grupos hidroxilo que pueden metilados, acetilados, o sulfatados. 
(WAKSMUNDZKA HAJNOS & Sherma, 2011) 
 
 
Figura 1. Estructura general de un flavonoide (WAKSMUNDZKA HAJNOS & Sherma, 2011). 
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Los flavonoides tienen dos longitudes de máxima absorción, una entre 320nm y 385nm, 
correspondiente al anillo B, y otra entre 250nm y 285nm correspondiente al anillo A. (Nasiara Karim, 
2018) 
Los flavonoides presentes en las plantas se encuentran distribuidos por todos los tejidos y se ha 
demostrado que la mayoría de las veces están unidos químicamente a moléculas de carbohidratos. 
Esta clase de unión entre un flavonoide y una o varias unidades de carbohidratos, se denomina 
glucósidos y generalmente en su estructura presentan O- o C-glucósidos unido al carbono de las 
posiciones 6 u 8. Carbohidratos (azucares) tales como: D-glucosa, L-ramnosa, galactosa, arabinosa, 
están unidos al grupo hidroxilo de las posiciones C-3 o C-7 del flavonoide (Ver ilustración 2). 
Flavones: 
Son uno de los subgrupos más importantes de los flavonoides, están presentes en hojas, flores y frutos 
como la pimienta roja, la manzanilla, menta y ginkgo biloba. 
Dentro de los flavones más importantes se encuentra la luteolina y la apigenina (Ver tabla 1). 
Tienen un doble enlace entre las posiciones 2 y 3 y una cetona en la posición 4 del anillo C, adicional 
a esto muchos tienen un grupo hidroxilo en la posición 5 del anillo A (Ver ilustración 2). (A. N. 
Panche1, 2016) 
Flavonoles: 
Son flavonoides con un grupo cetona (Ver ilustración 2), constituyen los bloques de proto 
antocianinas y se encuentran en frutas y verduras comúnmente como las cebollas, la col, la lechuga, 
los tomates y el vino. 
Los más estudiados son kaempferol, quercetina, miricetina y fisetina y dentro de sus propiedades más 
estudiadas se encuentra el potencial antioxidante y la disminución del riesgo de enfermedad 
cardiovascular (Ver tabla 1). 
Los flavonoles tienen un grupo hidroxilo en posición 3 del anillo C, que también puede estar 
glicosilada, son muy diversos en metilación e hidroxilación (Ver ilustración 2). (A. N. Panche1, 2016) 
Flavanones:  
Están presentes en cítricos como naranjas, limones y uvas, están asociados a beneficios como 
protectores celulares contra los radicales libres, además de ser antioxidantes y antiinflamatorios, 
ayudar a reductor el colesterol y mejorar el perfil lipídico (Ver tabla 1). 
Tienen el anillo C saturado y es la única diferencia entre los flavones y estos (Ver ilustración 2). (A. 
N. Panche1, 2016) 
Isoflavonoides: 
Son un grupo muy grande, se encuentran principalmente en soya y leguminosas y tienen potencial 
terapéutico contra muchas enfermedades, han mostrado potencial para contrarrestar enfermedades 
hormonales y de cambios metabólicos (Ver ilustración 2). (A. N. Panche1, 2016) 
Neoflavonoides: 
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Son una clase de compuestos poli fenólicos, tienen un esqueleto 4-benzopirano y no tienen grupos 
hidroxilo en la posición 2(Ver ilustración 2). (A. N. Panche1, 2016) 
Flavanoles (Catequinas) 
También llamados dihidroxiflavonoides o catequinas son los derivados 3-hidroxilo de los flavonoles. 
Son altamente diversificados y multi sustituidos, además no existe doble enlace entre las posiciones 
2 y 3. (Ver ilustración 2) (A. N. Panche1, 2016) 
Antocianinas 
Son los pigmentos responsables del color en las plantas, flores y frutos. Están predominantemente en 
las capas celulares externas de frutas como las uvas, fresas, y distintas bayas. Su estabilidad aporta 
diferentes beneficios para la industria alimentaria, el color depende del pH y de la metilación o 
acilación de los grupos hidroxilo de los anillos A y B (Ver ilustración 2). (A. N. Panche1, 2016) 
Chalconas (Ver ilustración 2) 
Son una clase de flavonoides, son caracterizados por la ausencia del anillo C del esqueleto básico de 
flavonoides.  Están presentes en distintas cantidades de tomates, peras, fresas y tienen diferentes 
beneficios nutricionales y biológicos. (A. N. Panche1, 2016) 
 
Ilustración 1: Estructura de los flavonoides (A. N. Panche1, 2016) 
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En la tabla 1, se presenta un resumen de distintos flavonoides que han sido estudiados ampliamente 
por sus actividades biológicas y se relacionan las características moleculares del mismo. 
FLAVON
OIDE 
ESTRUCTURA ACTIVIDAD BIOLOGICA ESPECIES EN 
LAS QUE SE HA 
REPORTADO 
CARACTERISTICAS 
MOLECULARES 
R
U
T
IN
A
 
 
 
 
Actividad antioxidante, 
citoprotector, vaso 
protectora, sedativa,  
anticonvulsivante, anti 
hipercolesterolemia, 
antiagregante, 
anticoagulante, efectos 
en el sistema excretor, 
respiratorio, óseo, en la 
visión, analgésico  
antiarrítmico, anti 
carcinogénica, neuro y 
cardioprotector. 
(Ganeshpurkar A & 
25(2):149-164., 2017) 
(Naif Abdullah Al-
Dhabi, 2015) (Eibes, 
2017) 
Es un flavonol, 
encontrado en 
plantas como 
Calendula 
officinalis te y 
frutas como la 
manzana, es un 
componente de 
alimentos. 
L. cassiniana, L. 
nudicaulis, L. 
resedifolia, L. 
spinosa y L. 
tenuiloba 
(Bruce A. 
Bohm, 2013) 
En la literatura se 
encuentra establecido 
que la rutina exhibe un 
pico de absorción 
máxima alrededor de 
420nm (Hao Xu a, 
2010) (al, 2008) 
 
H
IP
E
R
O
S
ID
O
 
 
 
Hyperoside (quercetin-
3-O-D-galactoside); es 
un flavonol glucosido 
que presenta actividad 
antiinflamatoria, 
antidepresiva, 
neuoprotector, 
cardioprotector, 
anticanceroso. 
(Aun, Xiuquan, Huifang, 
& Jian, 2017) 
Presencia en 
asteráceas como 
Ligularia 
fischeri, family 
Rosaceae en la 
planta 
Crataegus 
davisii; familia 
Apiaceae la 
planta 
Divaricate 
saposhnikovia; 
en las 
Hypericaceae en 
Hypericum 
mysorense, 
Hypericum 
perforatum 
(Aun, Xiuquan, 
Huifang, & Jian, 
2017) 
Absorción ultravioleta 
<470>- Debe presentar 
dos máximos de 
absorción a 259 y 364 
nm en una solución 
apropiada en metanol. 
(Argentina, 2003) 
Ilustración 2: Estructura de la rutina 
(Ganeshpurkar A & 25(2):149-164., 
2017) 
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Ilustración 3: Estructura de la 
Miricetina (Mohammad Asif, 2013) 
 
Actividad antioxidante 
anti radicales libres, más 
poderosos que las 
vitaminas tradicionales, 
protector ocular, 
actividad 
anticancerígena, 
antidiabética, 
analgésica, anti-
obesidad, y anti 
mutagénica. 
(Mohammad Asif, 2013) 
Protector contra 
Parkinson y Alzheimer. 
Uso industrial como 
conservante contra la 
oxidación. (Deepak 
Kumar Semwal, 2015) 
 
La miricetina 
está presente en 
las plantas de la 
familia 
Mytiaceae, 
Anacardiaceae, 
Polygonaceae, 
Pinaceae, en 
bayas, vegetales 
y vino (Bruce A. 
Bohm, 2013) 
Es un flavonoide con 
tres grupos hidroxilo 
adyacentes. 
Es poco soluble en agua, 
pero soluble en 
solventes orgánicos, 
estable hasta pH 2.  
Se ha logrado sintetizar 
para ser utilizada en la 
industria (Deepak 
Kumar Semwal, 2015) 
Presenta dos picos de 
absorción en el espectro 
UV, el máximo está en 
389nm y otro en 260nm. 
(Arapitsas, 2008) 
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Ilustración 4: Estructura del luteolin-
4-glucosido (National Center for 
Biotechnology Information. PubChem 
Compound Database, 2006) 
 
La Luteolina–glucósido 
es un flavona que ha 
demostrado tener un 
efecto clínico en el 
tratamiento de la gota, 
inhibiendo la actividad 
de la enzima Xantina 
Oxidasa aumentando la 
eliminación de ácido 
úrico, el mismo estudio 
refiere como esta 
flavona tiene actividad  
antinflamatoria 
mediante la inhibición 
de IL-1β y TNF-α (Lin, y 
otros, 2018) 
C. tectorum L, 
C. micrantha 
Czerep, Crepis 
foetida L. Crepis 
nemausensi, 
Crepis pymaea 
L. (Christian 
Zidorn, 2008) 
Los flavonoides orto 
metilados tienen la 
tendencia a absorber en 
el rango de 250-320nm 
en el espectro UV-VIS. 
(L.Bassan, 2014) 
Q
U
E
R
C
E
T
IN
A
: 
 
 
Ilustración 5: Estructura de la 
quercetina (Mohammad Asif, 2013) 
 
Antioxidante, contra 
radicales libres y 
prevenir el estrés 
oxidativo, ansiolítico, 
mejora las funciones 
cognitivas, prevención 
de ateroesclerosis, 
antiinflamatorio, 
anticarcinogénica y 
antimutagénica, anti 
proliferativa, inhibe el 
crecimiento tumoral, 
inhibidor de la actividad 
de la HIV proteasa 
(Mohammad Asif, 2013) 
 
Presente en 
frutas y 
vegetales como 
cebollas, 
manzanas, 
bayas, papas, 
brócoli, uvas y 
cítricos. 
(Mohammad 
Asif, 2013) 
 
(3,5,7,3’,4’-
pentahidroxiflavona) es 
un flavonol poli 
fenólico, presenta dos 
picos de absorción en la 
escala del UV-VIS, el 
máximo en 255nm y 
otro en 360nm 
(Arapitsas, 2008) 
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Ilustración 6: Estructura de la 
Luteolina (Database, 2006) 
 
La Luteolina aislada de 
la planta Perilla 
frutescens perteneciente 
a la familia de 
Lamiaceas mostro una 
actividad inhibitoria, 
antiinflamatoria y 
antialérgica (Ramesová, 
Sokolová, Tarábek, & 
Deganoc, 2013). Su 
actividad antialérgica se 
debe a su capacidad de 
neutralizar radicales 
libres, promueve la 
función nerviosa y 
muscular (Pashaei, 
2016) 
 
H. 
achyrophorus, 
H. cretensis, H 
radicata, H. 
glabra, L. 
cassiniana, L. 
nudicaulis, L. 
resedifolia, L. 
spinosa y L. 
tenuiloba, 
alcachofa, 
albahaca, apio y 
perejil. 
La Luteolina (3 ', 4', 5,7-
tetrahidroxiflavona) es 
un flavonol 
La banda de absorción 
más baja de Luteolina 
medida en una mezcla 
de MeOH /Agua (1/2 
v/v) a pH ácido se 
encontró a 348nm. 
(Amat, Clementi, De 
Angelis, Sgamellotti, & 
Fantacci, 2009) 
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Ilustración 7: Estructura de la 3-0-
metilquercetina (National Center for 
Biotechnology Information. PubChem 
Compound Database;, 2005) 
 
antiinflamatorias, neuro 
protectoras, 
vasodilatadoras, 
broncodilatadoras, anti 
nociceptivas, 
inmunomoduladores, 
antioxidantes, 
antivirales y 
anticancerígenas, la 
inhibición de las 
prostaglandinas y las 
fosfodiesterasas. 
Baccharis 
trimera, 
Achyrocline 
Saturaioide, 
Gochnatia 
polymorpha. 
La 3-O-
methylquercetina es una 
aglicona. 
Los flavonoides orto 
metilados tienen la 
tendencia a absorber en 
el rango de 250-320nm 
en el espectro UV-VIS. 
(L.Bassan, 2014) 
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Ilustración 8: Estructura de la 
apigenina (Mohammad Asif, 2013) 
 
se encuentra en las 
plantas, con actividad 
antioxidante, captador 
de radicales libres, y 
antiinflamatoria. La 
apigenina tiene un 
potencial promisorio en 
el tratamiento del cáncer, 
debido a que modifica 
ciertas vías de 
señalización celular, 
para lo cual se han 
creado en los últimos 
años, diversos sistemas 
de entrega, debido a que 
presenta una baja 
biodisponibilidad por su 
baja solubilidad en agua 
y alta liposolubilidad. 
(Stack, 2015) 
La apigenina se 
encuentra en 
gran variedad de 
frutas y 
vegetales como 
la manzanilla y 
la cebolla y 
especies como 
Matricaria 
recutita (Stack, 
2015) 
 
4,5,7-trihidroxyflavona, 
Es una flavona Los 
picos máximos de 
absorción de la 
apigenina en el espectro 
UV son 330nm y 
270nm, siendo este el 
mayor pico (Park, 
2016). 
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Ilustración 9Estructura de la 
hispidulina (K.Pandey, 2013) 
 
Actividad antioxidante, 
antifúngica, 
antiinflamatoria, anti 
mutagénica, 
antineoplásica, anti 
cancerigena, se liga al 
receptor GABAa de los 
benzodiacepinas. 
(Wadah J.A. Osman, 
2014) 
Centaurea 
cyanys, 
Aegilophila 
pumila, 
Centaurea 
pichleri, 
Centaurea 
aspera, Salvia 
officinalis, 
Rosmarinus 
Officinalis. 
(Atif, 2015) 
(4’, 5, 7-trihidroxi-6-
methoxiflavona. 
La hispidulina en 
solución de MeOH, 
presenta dos picos de 
absorción máxima, la 
banda uno, 
correspondiente al anillo 
B, en 334nm y la banda 
II en 275nm. (Wadah 
J.A. Osman, 2014) 
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Ilustración 10: Estructura del 
eupatorin (National Center for 
Biotechnology Information. PubChem 
Compound Database, 2015) 
 
Diferentes estudios han 
demostrado la actividad 
inhibitoria de Eupatorin 
frente la proliferación de 
MCF-7, MDA-MB-468, 
Celdas MK-1, HeLa, 
B16F10 y A431, lo que 
demuestra que podría 
actuar como 
quimiopreventivo y 
selectivo de células 
cancerígenas (Xu H. Y., 
2013) 
 
El eupatorin 
proviene de 
Aristeguieta 
balli de la 
familia de las 
Asteraceae, 
utilizada en la 
etnobotánica 
para aliviar 
afecciones de 
las vías 
respiratorias 
(Bonilla, y 
otros, 2006). 
 
(5,3’ dihidroxi- 6,7,4’ 
Trimetoxiflavona) Este 
flavonoide presenta una 
absorción fuerte 
alrededor de 220nm y 
340 nm. (Xu H. Y., 
2013) 
 
7
-O
- 
M
E
T
IL
Q
U
E
R
C
E
T
IN
A
 
 
 
Ilustración 11: Estructura de la 
ramnetina (7-o-metilquercetina) 
(Jnawali, 2014) 
 
Ramnetina, es un 
flavonoide o- metilado 
con propiedades 
antioxidantes, con 
actividad 
antiinflamatoria 
estudiada en células 
RAW264. Derivadas de 
macrófagos de ratón 
estimuladas con 
polisacáridos, este 
flavonoide ha 
demostrado tener 
capacidad de suprimir la 
actividad del factor de 
necrosis tumoral de 
ratón. 
Baccharis 
trimera, 
Achyrocline 
Saturaioide, 
Gochnatia 
polymorpha. 
La absorción del 7-0 
metilquercetina es de 
290nm (Jnawali, 2014) 
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Ilustración 12: Estructura de la 
crisina (K.Pandey, 2013) 
 
Tiene actividad 
antiinflamatoria, 
anticancerígena, anti-
artritis, antidiabético, 
nefro protectora, 
antidepresivo y 
antioxidante. Es un 
protector cancerígeno en 
el tratamiento de 
melanoma y leucemia, 
inhibidor de los tumores 
y la metástasis. (CHIN-
CHUNG LIN, 2012) 
es un compuesto 
naturalmente 
activo 
proveniente de 
la miel, también 
se encuentra en 
plantas como la 
Fluorensia 
5,7-dihidroxyflavona. 
 La crisina presenta un 
pico de absorción 
máxima en 295nm en el 
espectro UV-VIS. (Das, 
2018) 
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Ilustración 13: Estructura del 3,5 
dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 
(National Center for Biotechnology 
Information. PubChem Compound 
Database, 2005) 
 
Los compuestos polis 
metilados, tienen mejor 
estabilidad metabólica y 
mejor transporte 
transmembranal, lo cual 
mejora la 
biodisponibilidad, por lo 
tanto, tienen mayores 
propiedades quimio 
protectoras, 
antineoplásico y anti 
carcinógenas. (Thomas, 
2007) 
 
Achyrocline 
bogotensis (vira 
vira)  
Es un compuesto poco 
conocido y menos 
común, hace parte de los 
compuestos 
trimetoxilados, los 
flavonoides altamente 
metilados. Muestra 
picos de absorción 
máxima en 379, 317 y 
276nm. (Francisco 
Tomas Lorente, 1989) 
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Figure 12; Estructura de la 
tectocrisina (Geibel, 1990) 
 
En un estudio realizado 
en 2014 por Hwang, et 
al. Se encontró 
efectividad de la 
tectocrisina en el 
tratamiento de células 
cancerígenas de pulmón 
como NSCLC (A549 y 
NCI-H460) mediante el 
análisis de transferencia 
de western para las 
proteínas apoptóticas 
(Oh, 2014) 
 
Lycgbiogira 
nargravii 
5-hydroxy-7-
methoxyflavone 
 
PERFILES CROMATOGRAFICOS (HUELLAS DACTILARES) 
 Los extractos vegetales son matrices muy complejas, mezclas de metabolitos y moléculas presentes 
en las plantas, por lo tanto, en las corridas cromatografías realizadas con detectores UV /VIS se 
muestran múltiples señales que forman un patrón durante los tiempos de corrida. Se ha encontrado 
que estos patrones son característicos de una especie, y pueden llegar a ser tan específicos que dichos 
patrones se pueden utilizar como una huella dactilar en una especie, ayudando en la identificación de 
la misma, lo cual es un paso que requiere frecuentemente, tiempo para llevarse a cabo, por lo tanto, 
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las huellas dactilares permiten optimizar los tiempos y recursos en una investigación. La técnica de 
huellas dactilares se utiliza ampliamente en la actualidad para la cuantificación de muestras de origen 
vegetal, así como la identificación rápida de moléculas con actividad  biológica dentro de los 
extractos. (Ladino Torres & Lopez Carrillo 2016). 
La Organización Mundial de La Salud (OMS) ha aceptado la técnica de huellas digitales como técnica 
para evaluar la calidad de diversas plantas medicinales. Las huellas dactilares han de ser capaz de 
identificar diferencias y semejanzas entre varias muestras de una planta medicinal, en HPLC el uso 
de un detector de diodos proporciona información adicional sobre los perfiles cromatógraficos 
obtenidos a longitudes de onda simples, ya que permite obtener los espectros relacionado con cada 
uno de los picos. (Lucio Gutierrez, 2012)  
METODOLOGÍA 
REACTIVOS 
Los reactivos utilizados para los análisis cromatográficas fueron: Metanol HPLC (JT. Baker), Ácido 
Acético Glacial (Quimint), y agua MilliQ obtenida de equipo MiliQ Ultra pure water Direct-
Q3HPLC.  
 
ANALISIS HPLC 
Para el análisis cromatográfico se utilizó un Cromatógrafo líquido LaChrom Elite (Merck-Hitachi, 
Germany-Japan) equipado con una bomba cuaternaria, sistema de desgasificación en línea y un 
detector (UV/VIS) de arreglo de diodos (DAD), La separación se realizó en una columna de fase 
inversa  Thermo scientific C18 de 250 mm x 4.6 mm de diámetro y 5 µm tamaño de particula 
(Phenomenex, USA) a temperatura ambiente, la cual se escogió con base en la mejor probabilidad de 
separación por lo cual la longitud de la C18 fue la más adecuada. 
Después de utilizar varios métodos en busca de la separación de los 14 estándar se trabajó con el 
siguiente método de gradiente bajo las siguientes condiciones: Flujo 1,1mL/min, Volumen de 
inyección 25 microlitros, y un tiempo de 5 minutos entre cada análisis para permitir que la columna 
se equilibre a las condiciones iniciales (Metanol:Acido acetico(2%) 30:70)  los otros métodos 
trabajados durante el proyecto se van a discutir en el análisis de resultados. 
Tiempo 
(min) 
Metanol 
(%) 
Ácido acético 
2% (%) 
0 30 70 
25 60 40 
30 60 40 
45 75 25 
Tabla 1 método en gradiente utilizado para la validación 
Se evaluaron distintas longitudes de onda gracias al detector UV VIS con arreglo de diodos, basados 
en las estructuras y el coeficiente de variabilidad, dentro de las cuales se tuvieron en cuenta aquellas 
reportadas en la literatura como las de mayor absorbancia para los flavonoides, se escogió la longitud 
de onda de 360nm para la identificación de cada una de las señales de los estándares en el cronograma, 
las otras longitudes de onda utilizadas serán discutidas en el análisis de resultados. 
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PREPARACION DE LOS PATRONES DE REFERENCIA: 
Los patrones de referencia fueron comprados por la universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales 
UDCA, de las marcas Toronto Research Chemicals, ChromaDex, ALB Technology y uno que 
correspondía a una extracción realizada por el semillero de la universidad (PRONAUDCA). Se 
tomaron pesos de cada uno de los 14 estándar y se llevaron a un volumen de 2mL , con una proporción 
de 70%metanol  y 30% ácido acético al(2%), las cuales se pasaron por ultrasonido a temperatura de 
30°C para mejorar la disolución de los estándares, después se pasaron  por filtros de 0.45 micrómetros, 
para eliminar tamaños de partícula superiores que pudieran causar daños en la columna, los estándares 
de flavonoides utilizados fueron: 3-o metilquercetina, 3,5 dihidroxi 6,7,8 trimetoximatilfavona, 7-o 
metilquercetina, apigenina, crisina, eupatorin, hispidulina, luteolin-4 glucosido, luteolina, miricetina, 
quercetina, rutina, tectocrisina, hiperósido. Para la cuantificación y desarrollo de la linealidad se 
prepararon soluciones de 6 concentraciones, con una repetición para cada una, dentro de rangos 
establecidos de acuerdo a las cantidades reportadas en algunos estudios para especies de la familia 
Asteraceae.. 
ESTANDAR CONCENTRACIÓN 
MÍNIMA(µg/mL) 
CONCENTRACIÓN 
MÁXIMA(µg/mL) 
 
RUTINA 0.337 33.662 
MIRICETINA 0.308 30.769 
LUTEOLIN-4-
GLUCOSIDO 
0.355 35.538 
QUERCETINA 0.389 38.885 
LUTEOLINA 0.320 32.000 
3-O-
METILQUERCETINA 
0.320 32.000 
APIGENINA 0.683 68.262 
EUPATORIN 0.345 34.462 
7-O-
METILQUERCETINA 
0.258 25.846 
CRISINA 0.317 31.692 
3,5-DIHIDROXI-6,7,8-
TRIMETOXIFLAVONA 
(HANSEL) 
0.400 
 
40.000 
 
TECTOCRISINA 0.314 31.385 
Tabla 2: datos de las concentraciones máximas y mínimas  preparadas para la determinación de la linealidad 
RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 
A partir de los patrones, se procedió a determinar y estandarizar las condiciones de análisis que 
permitieran la separación e identificación de estas. Con este fin, se contó con un equipo acoplado a 
un detector de arreglo de diodos (DAD-UV) haciendo posible monitorear los espectros de absorción 
de los estándares  para determinar las longitudes de onda de máxima absorción de cada uno, pues 
aunque los flavonoides son estructuras que presentan usualmente dos picos de absorción, uno entre 
320 y 385nm que corresponde al anillo B y otro entre 250 y 285nm correspondiente al anillo A, estos 
valores varían de acuerdo a la cantidad y la naturaleza de los sustituyentes por lo tanto la posición de 
las bandas de absorción brinda información sobre el tipo de flavonoide y el patrón de sustitución, por 
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esto la espectroscopia UV se ha utilizado como el principal método para la identificación y 
cuantificación de flavonoides por décadas. (Stefova, 2003). 
Aunque no fue posible realizar ensayos en columnas con rellenos de diferentes naturaleza por las 
limitaciones del proyecto, la columna utilizada en la investigación fue una C18 (fase reversa) que 
están compuestas en su interior por partículas de Silica químicamente modificadas con cadenas de 
hidrocarburos de 18 átomos de carbono por lo que también se les conoce como columnas 
hidrofóbicas, con una longitud de 250 mm x 4.6 mm lo que permitió una mayor interacción de las 
moléculas debido que a mayor longitud de la columna se obtiene mejor separación. Teniendo en 
cuenta que son polifenoles de naturaleza apolar que interactúan mejor con las cadenas C18 que con 
la sílice sin modificar y de acuerdo a la literatura; se encontró, que muchos investigadores utilizan la 
fase estacionaria reversa C18 porque es superior en eficiencia para separar mezclas complejas que 
contienen compuestos no volátiles como los flavonoides, como es el caso de Vande Casteele  en 2003 
quien demostró que era posible la separación de 141 flavonoides de diferentes polaridades utilizando 
columnas de este tipo. (Stefova, 2003). En otro estudio Adam Mekonnen Engida separó y cuantifico 
algunos flavonoides por fase reversa utilizando una columna C-18 de las mismas dimensiones 
(Engida, 2013) igual que en el 2016 Tapan Seal, quien cuantifico algunos flavonoides y ácidos 
fenólicos (Seal, 2016). Previamente un estudio realizado por PRONAUDCA por los estudiantes 
Fabian Ladino y Lizeth López en 2016 quienes lograron separara algunos flavonoides mediante el 
uso de una columna C18 encontrados en extractos de la familia Asteraceae. (Ladino Torres, Fabian 
Ricardo; Lopez Carrillo, Lizeth Johanna, 2016) 
Para la separación de flavonoides, es de preferencia  un sistema de solventes agua-metanol, el metanol 
por ser un modificador orgánico con buen poder disolvente, que será el componente menos polar de 
la fase móvil, adicionalmente se utilizan diferentes ácidos como el acético o el fórmico, para mejorar 
la separación y evitar el tailing, fenómeno que se presenta con frecuencia porque en una columna de 
fase reversa existen otras interacciones, aparte de las hidrofóbicas, como son las que se dan entre los 
grupos silanoles residuales en la sílice y los grupos polares en los flavonoides, por esta razón se 
utilizan pH más bajos, los cuales disminuyen estas interacciones, en este caso se utilizó ácido acético 
al 2%. (Quattrocchi, de Andrizzi, & Laba, 1992) (Stefova, 2003), que además es de uso común en 
este tipo de separaciones. 
Inicialmente se hizo la aplicación de una condición isocrático para la caracterización de los 14 
flavonoides trabajados en la investigación, por lo que se utilizó una proporción de 70% metanol y 
30% ácido acético en agua (2%) como fase móvil con lo que se buscó identificar el orden de elución 
de los flavonoides. Para este ensayo se realizaron análisis individuales de los patrones, que se 
encontraban a concentraciones entre (0,1 y 0,3mg/mL), donde se corrió individualmente cada 
estándar. Los resultados del análisis se encuentran en la siguiente tabla (Ver tabla 3). 
ORDEN DE 
ELUCIÓN 
ESTANDAR Tiempo de retención 
(minutos) 
1 Rutina 2,50 
2 Hiperósido 2,56 
3 Miricetina 2,67 
4 Luteolin-4-glucosido 2,733 
5 Quercetina 2,92 
6 Luteolina 3,160 
7 3-o-metilquercetina 3,186 
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8 Hispidulina 3,72 
9 Apigenina 3,77 
10 Eupatorin 4,231 
11 7-o-metilquercetina 4,54 
12 3-5-Dihidroxi 6,7,8. 
Trimetoxiflavona 
9,208 
13 Crisina 10,84 
14 Tectocrisina 10,90 
   Tabla 3 Orden de elución de los estándares corridos individualmente con el método isocrático. 
Las estructuras de los flavonoides aportan indicios preliminares que pueden ayudar a predecir los 
órdenes de elución de los mismos, sin embargo, estas moléculas presentan interacciones con la fase 
móvil y además interacciones mixtas con la fase estacionaria, las cuales son complejas y pueden 
llevar, en muchos casos, a que dichos ordenes de elución sean impredecibles. 
En términos generales, se dice que los compuestos se retienen en la fase estacionaria por interacciones 
hidrofóbicas y eluyen debido a interacciones polares con la fase móvil, de esta manera se debe tener 
en cuenta la capacidad de donación o aceptación de puentes de hidrógeno de los sustituyentes 
presentes en los flavonoides, al igual que las interacciones hidrofóbicas que puedan generar (Stefova, 
2003). 
En algunos casos el equilibrio entre las interacciones de las moléculas entre la fase móvil y la fase 
estacionaria genera retenciones prácticamente idénticas para flavonoides que son diferentes 
molecularmente, con lo cual se obtienen tiempos de retención muy similares. (Stefova, 2003) 
Existen otros casos particulares que deben ser considerados al predecir los órdenes de elución, por 
ejemplo que las hidroxilaciones en posiciones distintas  a 3 y 5, disminuye la retención debido a que 
generan mayores polaridades y por ende aumentan la capacidad de formación de puentes de 
hidrógeno, mientras la presencia de grupos OH en las posiciones 3 y 5 son casos específicos en los 
cuales se forman puentes de hidrógeno intramoleculares con el grupo carbonilo en C-4, que es el 
aceptor de enlace de hidrógeno más fuerte en flavonas e isoflavonas, este fenómeno aumenta 
considerablemente la retención de los mismos y dificulta su separación, especialmente si la 
sustitución está en la posición 5, generando pares críticos flavona-flavonol que difieren en el grupo 
OH en la posición 3. La metilación de los grupos OH impide su efecto y los grupos metoxilo 
adicionales tienen poco o ningún efecto sobre la retención generando pares críticos que difieren 
solamente en un grupo metoxilo. Además, la glicosilación de un grupo OH implica la introducción 
de un fragmento hidrófilo y una protección por impedimento estérico a la posición orto del mismo, a 
grupos OH o al grupo carbonilo de la posición 4. (Stefova, 2003) 
Los órdenes de elución de acuerdo con los tiempos de retención obtenidos pueden ser explicados 
molecularmente, por ejemplo, la rutina tiene el tiempo de retención más bajo, debido a que presenta 
mayor polaridad gracias a los sustituyentes OH en posiciones 4’, 5’, 5 y 7, además de un grupo 
disacárido enlazado con un grupo hidroxilo en la posición 3, lo cual genera mayor afinidad por la fase 
móvil que por la fase estacionaria. Es normal también que flavonoides como la 3-O-Metilquercetina 
y la luteolina tengan interacciones fuertes tanto con la fase móvil, como con la fase estacionaria, la 
3-O-metilquiercetina presenta sustituyentes OH en posiciones 4’ y 7 que tienen la capacidad de 
generar puentes de hidrógeno con la fase móvil, mientras el grupo metoxilo en la posición 3’ no 
modifica significativamente la polaridad, al igual que los sustituyentes OH en las posiciones 3 y 5, 
ya que generan puentes de hidrógeno intramoleculares y aumentan la retención del flavonoide dentro 
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de la fase estacionaria, mientras que la luteolina no presenta el grupo OH en la posición 3 y mientras 
que el metoxilo es reemplazado por un grupo OH en la posición prima, lo cual le da mayor polaridad, 
aunque son moléculas muy similares. 
De acuerdo con los tiempos de retención, la tectocrisina sería el último flavonoide en eluír, lo cual 
implica una interacción alta con la fase estacionaria, por ser muy apolar, pues no presenta 
sustituyentes que le aporten grados significativos de polaridad, como se ha dicho anteriormente un 
grupo metoxilo no modifica polaridad y un OH en posición 5 aumenta el tiempo de retención del 
flavonoide al generar puentes de hidrógeno intermoleculares con el carbonilo de la posición 4. 
Como se observa en la tabla # 2 los tiempos de retención son muy cercanos, lo que se debe en gran 
parte a las características de afinidad de los mismos con el metanol presente en la fase móvil los 
flavonoides sin permitir que estos interaccionen el tiempo suficiente con la fase estacionaria. Por lo 
cual se buscaron unas condiciones que permitieran una mayor interacción de dichas moléculas con la 
columna.  Una de las estrategias comunes en fase inversa es el aumento de la polaridad de la fase 
móvil permitiendo una mayor interacción de los analitos con fase estacionaria y en consecuencia una 
mejor separación y resolución de las señales, lo cual se atribuye a un incremento en el número de 
interacciones hidrofóbicas que se presentan dentro de la columna. De acuerdo con lo anterior, se 
diseñó un gradiente con las siguientes condiciones. 
Tiempo 
(min) 
Metanol 
(%) 
Ácido acético 
2% (%) 
0 40 60 
40 70 30 
45 70 30 
Tabla 4 condiciones del primer gradiente de concentración para la separación de los 14, estándares a un flujo de 
1.3mL/min.01/09/2018 
Como se observa en la tabla anterior las nuevas condiciones implicaron modificar las proporciones 
de la fase móvil en gradientes, con lo que se buscó una mejor separación del estándar, en primer lugar, 
se realizaron análisis con cada uno de los patrones trabajados a fin de identificar los cambios 
presentados en los tiempos de retención con respecto a los resultados de la condición isocrática donde 
se observó que los tiempos de retención se corrieron hacia la derecha. 
Posteriormente se hizo una mezcla de los 14 flavonoides, y se realizaron inyecciones de 90μL que se 
dejaron correr durante los 45 minutos establecidos. En el cromatograma obtenido se observa que se 
logró la separación de 9 señales en un lapso que comprende del minuto 6 hasta el minuto 26(Ver 
ilustración 14). Adicionalmente se observó que el flujo de 1,3ml/min genero altas presiones dentro 
de la columna, sobrepasando incluso la presión máxima definida previamente para el análisis, por lo 
que se tomó la decisión de realizar modificaciones en el gradiente. 
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Ilustración 14: Cromatograma obtenido del análisis de la mezcla de flavonoides con el gradiente 1, creado el 1-09-18 
Con base en los resultados anteriores se procedió a crear un segundo gradiente, para lo cual se hizo 
una modificación en la polaridad de la fase móvil, aumentando inicialmente el ácido acético al 70% 
y el metanol 30%, en gradiente hasta el minuto 25 a una proporción de   60%metanol y 40% ácido 
acético, manteniendo estas proporciones durante los siguientes 5 minutos, permitiendo mayor 
interacción de los analitos con la fase estacionaria para lograr una mejor separación de estos. 
Posteriormente se generó un cambio de la fase móvil con las siguientes proporciones 25% ácido 
acético (2%) y 75% metanol hasta el minuto 45 con el fin que al disminuir la polaridad se facilite la 
salida de los flavonoides más apolares. Este gradiente se corrió con un flujo de 1,2mL/min, lo que 
género que la presión en la columna fuera alta excediendo la presión establecida para el análisis. 
Al finalizar la corrida se observó la elusión de 12 señales, mostrando una separación mayor de los 
flavonoides con respecto al primer gradiente. Esto se debe a que las interacciones hidrofóbicas 
molécula- fase estacionaria. Sin embargo, debido a las altas presiones dentro de la columna se decidió 
modificar el flujo del gradiente, como se observa en la siguiente tabla (Ver tabla 5) 
Tiempo 
(min) 
Metanol 
(%) 
Ácido acético   
2% (%) 
Flujo: 
0 30 70 
1,1mL/min 
25 60 40 
30 60 40 
45 75 25 
Tabla 5 Condiciones del tercer gradiente utilizado en la separación de 12 estándar de flavonoides. 
Como se observa en la tabla 4 las condiciones del método se ajustaron de tal manera que el flujo fuera 
menor al trabajado en el gradiente anterior con el fin de reducir la presión al interior de la columna. 
Sin embargo se encontró que tras correr la mezcla de estándares seguían apareciendo 12 señales, por 
lo que se procedió a realizar análisis individual para cada estándar con este gradiente y así poder 
determinar cuáles presentaban superposiciones, encontrando que los flavonoides que presentaban 
tiempos de retención más cercanos eran los pares rutina-hiperósido y Apigenina-Hispidulina, por lo 
cual se procedió a realizar análisis con la mezcla de estos pares y se encontró que el gradiente 
trabajado al igual que los anteriores eran incapaces de separarlos correctamente, debido a la  similitud 
estructural que presentan, por lo tanto se procedió a ensayar con condiciones diferentes de fase móvil  
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en los que elevaron los porcentajes de ácido acético. Al finalizar estos análisis se concluyó que la 
separación de los pares de flavonoides rutina-hiperósido e hispidulina-apigenina, es un proceso que 
requiere de una metodología específica e independiente de la desarrollada para los demás analitos y 
aunque con algunos de estos métodos se logró una pequeña mejora en la resolución, probablemente 
un aumento drástico en la polaridad de la fase móvil, que lograría separarlos aún más, sacrificaría de 
manera significativa el tiempo total del análisis por un aumento en las retenciones que además 
conllevaría a un ensanchamiento de los picos y pérdida de sensibilidad. Por esta razón se decidió no 
realizar más modificaciones al gradiente y trabajar con 12 estándares.  
La razón por la cual la apigenina y la hispidulina tienden a tener interacciones equivalentes con las 
fases y tiempos de retención idénticos es debido a que estructuralmente la única diferencia entre las 
mismas es que la hispidulina cuenta con un grupo metoxilo en la posición 6 y como se ha dicho 
anteriormente estos sustituyentes afectan poco o nada los tiempos de retención, generando lo que en 
la literatura se consideran pares críticos que son muy difícilmente separables. 
Con respecto a la rutina y el hiperósido, la similitud estructural es alta, debido a que las estructuras 
difieren únicamente en que la rutina se encuentra asociada a un disacárido, mientras el hiperósido 
posee un monosacárido, lo cual causa dificultades en la separación. En la literatura se han encontrado 
algunas metodologías validadas específicas que permiten la separación e identificación de los 
mismos, como es el caso de  Chang He Wang et al, quienes validaron una metodología que logró la 
separación de 5 flavonoides entre los cuales se encuentra la rutina e hiperósido, utilizando una 
columna C18 y como fase móvil un gradiente de concentraciones entre tetrahidrofurano, acetonitrilo 
y una solución de ácido fosfórico (Chang-He Wanga, 2011);  y Hajimehdipoor H et al en Irán 2012, 
quienes utilizaron también una columna C-18 como fase estacionaria y un gradiente lineal entre Acido 
O-Fosfórico y acetonitrilo, lograron validar una metodología para separar 4 estándares incluyendo 
rutina e hiperósido (Hajimehdipoor, 2012).   
Para propósitos del proyecto, debido a la extensión de este y las limitaciones de tiempo y recursos 
con los que se contó, se tomó la decisión de trabajar con 12 estándares, escogiendo entre uno solo de 
los estándares de los pares críticos, tomando como criterios la abundancia en la familia de las 
asteráceas y la disponibilidad de material de trabajo, se excluyó el hiperósido y la hispidulina del 
resto del estudio. 
Para la separación de Apigenina e Hispidulina, las cuales se superponían debido a su similitud 
estructural que solo se diferencia por un grupo metoxilo en la posición 6 el cual no genera un aumento 
significativo de  la polaridad., se ha encontrado en la literatura metodologías validadas donde han 
logrado la separación de estos flavonoides con una columna C18 utilizando gradientes entre  Agua 
acidificada a pH 3 con Ácido trifluoroacetico  y metanol como fase móvil. (Xu Y. J., 2009) y (Sándor, 
2018) 
Al realizar la selección de las condiciones del método para trabajar se observó un fenómeno 
importante, debido a la naturaleza de la técnica y de las diferentes variables involucradas en el método 
cromatográfico, así como a la complejidad de las mezclas y las interacciones que puedan presentarse 
entre los flavonoides, se evidenciaron diferencias entre los tiempos de retención obtenidos en los 
análisis individuales y los tiempos de retención obtenidos para la mezcla, este fenómeno puede ser 
normal, por lo cual se considera que es más confiable definir tiempos de retención relativos, que 
tienen la tendencia a ser más constantes y permiten identificaciones inequívocas. Sin embargo, este 
fenómeno hizo necesario que se realizara una plena identificación de cada una de las señales del 
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cromatograma obtenido para la mezcla, para realizar esto se realizó una adición externa de cada uno 
de los estándares a una mezcla de estos previamente preparada, lo que es permitió comparar los 
órdenes de elución del gradiente seleccionado frente a los obtenidos inicialmente con el método 
isocrático mostrando que se mantuvieron. 
Inicialmente se realizó un análisis cromatógrafo con una mezcla de estándares en concentraciones 
conocidas con el método elegido para determinar el área de cada una de las señales, pero sobre todo 
para verificar que los órdenes de elución no se alteraran por la presencia de los demás analitos. Para 
esto último, se realizaron uno a uno y en análisis individuales adiciones de cantidades conocidas de 
cada uno de los estándares, de manera que en los cromatogramas se evidenciara el aumento de la 
señal correspondiente al estándar adicionado, mientras las demás se mantienen constantes, esperando 
que este proceso provea la confirmación sobre la identidad de cada una de las señales y su orden de 
elución 
A continuación, se presentan cromatogramas muestra de este proceso, en la parte superior se 
encuentra el cromatograma característico de la mezcla de estándares y en la casilla inferior, un 
cromatograma donde se evidencia el incremento en la señal correspondiente al estándar adicionado. 
En la sección de anexos se podrán encontrar las tablas que contienen todos los cromatogramas que 
confirman la identidad y orden de elución de cada molécula. 
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Ilustración 15: Identificación de la señal de miricetina 
En la ilustración 15 se muestran dos cromatogramas, el control donde se evidencia la intensidad de 
las señales antes de adicionar miricetina y después lo que causa un aumento considerable en la 
segunda señal del cromatograma, TR: 14,49, mientras las demás señales se mantienen constantes, 
esto es un indicativo de la identidad del pico. 
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Ilustración 16: Identificación de la señal de Eupatorin 
En la ilustración 16, nuevamente se muestran dos cromatogramas que siguen el mismo principio, en 
la parte superior se encuentra el control y en la parte inferior el cromatograma después de la adición 
de Eupatorin, lo que causa un aumento considerable en la octava señal del cromatograma, TR: 29,38 
minutos, mientras las demás señales se mantienen constantes, esto es un indicativo de la identidad del 
pico. 
La anterior comparación además de permitir la identificación de cada señal en el cromatograma de la 
mezcla permitió corroborar el orden de elución de los flavonoides con el gradiente escogido frente al 
método isocrático utilizado inicialmente en el análisis, encontrando que se invirtió el orden de elución 
para los flavonoides Crisina y 3-5-Dihidroxi 6,7,8Trimetoxiflavona lo cual se explica mediante sus 
estructuras y las características de afinidad por la fase móvil. La estructura del 3-5-Dihidroxi 
6,7,8.Trimetoxiflavona es apolar debido que sus sustituyentes son grupos  metoxilo, y solamente 
cuenta con dos hidroxilo que le aportan muy poca polaridad debido a la posición en la cual se 
encuentran que corresponde al carbono 3 y 5  formando puentes de hidrógeno intramoleculares con 
el grupo carbonilo en C-4 lo que aumenta su retención (Stefova, 2003). En cuanto a la crisina tiene 
un grupo hidroxilo en la posición 7 que le genera más polaridad, por ello durante la corrida isocrático, 
eluyó primero el flavonoide 3-5-Dihidroxi 6,7,8 Trimetoxiflavona debido que tenía mayor afinidad 
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por el metanol, pero al correrlos con el gradiente escogido se observó que el orden de elución de estos 
dos flavonoides se invirtió apareciendo en el minuto 40 la crisina gracias a que la polaridad en este 
tiempo tenía una proporción de 60% ácido acético en agua (2%)  haciendo la fase móvil más polar, 
por lo que la afinidad del 3-5-Dihidroxi 6,7,8 Trimetoxiflavona aumento con la fase estacionaria  y 
solo eluyó hasta el minuto 48 donde se habían cambiado las proporciones de la fase móvil a metanol 
70:30 ácido acético. Lo anterior demuestra que el orden de elución de los flavonoides no se vio 
afectado por encontrarse en mezcla sino por las características del gradiente y sus cambios en 
polaridad. 
Adicional a este proceso, otro análisis que se realizó a los datos obtenidos para verificar la identidad 
de las señales es la comparativa de los espectros de absorción de las mismas en los cromatogramas 
de los análisis de los flavonoides individuales, con los espectros que presenta cada una de las señales, 
esto es posible gracias a que el equipo cuenta con un detector de arreglo de diodos  (DAD-UV), en 
diversos artículos se afirma que gracias a que cada flavonoide genera una señal característica, existen 
analistas experimentados en estudios de productos vegetales, capaces incluso de identificar un 
flavonoide por el espectro de absorción que presenta. (Stefova, 2003) Basado en eso, se realizó una 
comparación de cada una de las señales, tanto en mezcla como individualmente, frente a su espectro, 
las comparaciones completas pueden ser consultadas en la sección de anexos. A continuación, se 
puede observar un ejemplo de esta comparación (Ver ilustración 17): 
 
Ilustración 17: Análisis espectral del cromatograma (Fuente propia) 
Además de ser confirmación de la identidad de las señales, este análisis permite dar otras 
apreciaciones importantes como el hecho de que si bien los espectros de absorción dan un indicio de 
la estructura y los sustituyentes de la molécula, no permiten una identificación inequívoca, 
concretamente en el caso de los pares críticos rutina-hiperósido y apigenina-hispidulina (ver anexos), 
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es evidente que los espectros obtenidos para los analitos separados y los obtenidos para las mezclas 
con sus pares críticos son idénticos, es decir que la espectroscopía UV no permite diferenciar la rutina 
del hiperósido como sustancias diferentes ni como mezcla de sustancias, caso igual para la apigenina 
y la hispidulina, por lo tanto tampoco podría ser utilizado como un criterio de identificación, en el 
caso de que se realicen análisis en los que se obtenga una señal a los tiempos de retención de alguno 
de estos flavonoides. De hecho, el análisis espectral cobra más importancia es en el momento de llevar 
a cabo las corridas cromatográficas de las muestras de los extractos para corroborar la pureza del pico 
y asegurarse que no hay interferencias de otros componentes del extracto que pudiesen salir al mismo 
tiempo de retención, como se observa en la ilustración 18, donde se aprecia como gracias a los 
espectros generados por cada señal, es posible distinguir las señales de los flavonoides con las 
interferencias que se pudieran presentar, esto fue de gran ayuda más adelante en la investigación, 
cuando se realizó el análisis de una muestra vegetal, pues se logró a través de esto identificar las 
señales correspondientes a los flavonoides. 
 
Ilustración 18: Cromatograma en tercera dimensión de la mezcla de los estándares 
A pesar de que se puedan presentar desplazamientos hipsocrómicos y batocrómicos, los flavonoides 
emiten espectros característicos gracias a sus anillos aromáticos, mostrando una banda I de absorción 
en una longitud de onda que comprende un rango entre los 300 a 380nm que corresponde al anillo B 
y una segunda banda II comprendida entre 240 y 280nm, correspondiente al anillo A. 
Los resultados obtenidos, vistos en tercera dimensión confirman la presencia de dos bandas típicas 
de los flavonoides para cada una de las 12 señales, así como una interferencia causada por la fase 
móvil en longitudes de onda inferiores a 250nm, por lo tanto se determina que aunque los espectros 
de cada señal no presentan los picos de absorbancias máximas en las mismas longitudes de onda, para 
facilitar el análisis de los datos, se tomará 360nm como longitud de elección para generar los 
cromatogramas, en esta longitud de onda se aprecia la mayor área bajo la curva de la suma de los 12 
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espectros, sin embargo se recomienda que en los casos en los que se quiera realizar la cuantificación 
de alguna señal específica, se recurra a la longitud de absorbancia máxima del espectro específico, 
para permitir una lectura con menor interferencia y mayor exactitud. 
De acuerdo a este procedimiento se pudo establecer la información consignada en la siguiente 
tabla(Ver tabla 6). 
FLAVONOIDE LONGITUD DE ONDA RECOMENDADA PARA 
CUANTIFICACIÓN 
Rutina 356 
Hiperósido 355 
Miricetina 356 
Luteolin-4-glucosido 339 
Quercetina 364 
Luteolina 351 
3-o-metilquercetina 358 
Apigenina 339 
Hispidulina 339 
Eupatorin 345 
7-o-metilquercetina  372 
Crisina 314 
3,5 dihidroxi 6,7,8 Trimetoxiflavona 349 
Tectocrisina 310 
Tabla 6 Tabla con las longitudes de onda de mayor absorción para los 14 estándares corridos con el método 
seleccionado Fuente (autores) 
Con el objetivo de avanzar en la validación de la metodología analítica se hizo una evaluación de la 
linealidad del sistema para corroborar que los rangos de concentración seleccionados previamente en 
la metodología y que están acordes con las concentraciones en las que se encuentran los flavonoides 
en extractos de la familia asterácea, tuviesen una respuesta lineal con el área obtenida. 
A continuación, en la ilustración 19, se presenta un ejemplo de la regresión lineal con los datos 
utilizados para la misma y en la sección de anexos se encuentran todas las gráficas obtenidas para 
cada uno de los flavonoides, así como sus respectivos datos. 
 
  
X Y 
30,769 15822411 
30,769 14280269 
15,385 7483849 
15,385 7947762 
2,564 2490039 
2,564 1185026 
1,538 654931 
1,538 703363 
0,769 340419 
0,769 413979 
0,308 134272 
0,308 175168 
A
R
EA
 B
A
JO
 L
A
 C
U
R
V
A
CONCENTRACIÓN
Pico 2: Miricetina
Ilustración 19: Linealidad de la miricetina. Fuente:  Autores 
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La linealidad muestra la capacidad del método analítico para obtener resultados directamente 
proporcionales a la concentración o cantidad del analito en un rango definido, y en este caso se 
determinó mediante el tratamiento estadístico de los resultados obtenidos de los análisis de las 
mezclas de los analitos a diferentes concentraciones, utilizando 6 puntos experimentales con dos 
análisis en cada uno, posteriormente se aplicó una regresión lineal a los datos obtenidos. A partir de 
este ajuste se calculó el coeficiente de regresión lineal, la pendiente y el intercepto (Tablas 7 a 18). 
Mediante el establecimiento de pruebas de hipótesis y pruebas estadísticas t se evaluó la validez de 
los parámetros de la recta antes mencionados. 
 
 
Rutina 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,9770 10 14,4757 t cal > t tabla 
Pendiente b = 270399,3 10 14,4757 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = -156049,07 10 0,5415 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 7: Linealidad de la Rutina 
Miricetina 
Parámetro Valor Grados de 
Libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,9962 10 36,0996 t cal > t tabla 
Pendiente b = 486883,11 10 36,0996 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 137095,51 10 0,7209 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 8Linealidad de la Miricetina 
Luteolin-4-glucósido 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,99648 10 37,6123 t cal > t tabla 
Pendiente b = 301733,26 10 37,6123 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 139031,85 10 1,0641 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 9: Linealidad del Luteolin-4-Glucosido 
Quercetina 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,99623 10 36,3174 t cal > t tabla 
Pendiente b = 619492,07 10 36,3174 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 292329,39 10 0,9617 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 10:: Linealidad de la Quercetina 
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Luteolina 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,992503 10 36,3845 t cal > t tabla 
Pendiente b = 572836,11 10 36,3845 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 218787,79 10 0,9476 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 11: Linealidad de la Luteolina 
3-O-Metilquercetina 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,992538 10 36,4708 t cal > t tabla 
Pendiente b = 554634,16 10 36,4708 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 229520,41 10 1,0291 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 12: Linealidad de la 3-O-Metilquercetina 
Apigenina 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,996254 10 36,4339 t cal > t tabla 
Pendiente b = 523489,92 10 36,4339 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 485588,20 10 1,0803 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 13: Linealidad de la Apigenina 
Eupatorin  
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,9862 10 18,8476 t cal > t tabla 
Pendiente b = 241108,40 10 18,8476 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 181274,11 10 0,9725 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 14:Linealidad del Eupatorin 
7-o-metilquercetina  
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,9918 10 24,5433 t cal > t tabla 
Pendiente b = 478059,11 10 24,5433 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = -129996,81 10 0,5634 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 15:: Linealidad de la 7-O-Metilquercetina 
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Crisina 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,9544 10 14,4757 t cal > t tabla 
Pendiente b = 270399,35 10 14,4757 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = -156049,08 10 0,5415 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 16: Linealidad de la Crisina 
3,5-Dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 
Parámetro Valor Grados de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,9779 10 21,0395 t cal > t tabla 
Pendiente b = 193605,69 10 21,0395 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = 203664,48 10 1,2074 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 17: Linealidad de la 3,5-Dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 
Tectocrisina 
Parámetro Valor Grados 
de 
libertad 
t calculado Hipótesis 
Coeficiente correlación r2 = 0,9830 10 24,0960 t cal > t tabla 
Pendiente b = 16918,66 10 24,0960 t cal b  > t tabla 
Intercepto a = -1239,68 10 0,1330 t cal a < t tabla 
t (tabla): 2,2281 
Tabla 18:Linealidad de la Tectocrisina 
El coeficiente de correlación muestra para cada uno de los flavonoides estudiados, que t calculado > 
t tabla por lo tanto existe correlación entre las dos variables analizadas. En los cálculos del coeficiente 
beta, para la pendiente t calculado > t tabla y para el intercepto t calculado < t tabla, demostrándose 
que la pendiente es estadísticamente diferente de cero y el intercepto no lo es. Adicionalmente, se 
lleva a cabo un análisis de varianza de la regresión (ANOVA) para confirmar la correlación entre las 
dos variables (tabla 19). 
ANALITO F(CALCULADO) F(TABLA) 
Rutina 209,55 5,318 
Miricetina 1303,18 
Luteolin-4-Glucósido 1414,69 
Quercetina 1318,95 
Luteolina 1323,83 
3-O-Metilquercetina 13130,12 
Apigenina 1327,43 
Eupatorin 335,23 
7-O-Metilquercetina 602,37 
Crisina 209,55 
3,5-Dihidroxi-6,7,8-Trimetoxiflavona 442,66 
Tectocrisina 580,62 
Tabla 19: Análisis de varianza 
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En el Análisis de Varianza se obtuvo para la regresión que F calculado > F tabla, entonces se confirma 
de esta manera que existe correlación lineal entre las dos variables (área vs. Concentración).  
Los resultados permiten concluir que existe linealidad del sistema en los rangos de concentración 
establecidos en la metodología 
 
 
Ilustración 20: Parametros de idoneidad del sistema que incluyen, resolución, numero de platos teóricos y simetría de las 
señales. Fuente autores 
Parámetros de Idoneidad del sistema 
El cromatograma de la ilustración 20 permite identificar y evaluar la eficiencia de la columna 
cromatográfica mediante los valores de la resolución, platos teóricos y asimetría de los picos. 
En cuanto a la resolución de una columna se sabe que es una medida cuantitativa de su capacidad 
para separar dos analitos  y permite evaluar la separación entre dos bandas con respecto a sus anchos, 
la resolución implica tanto los tiempos de retención, como los anchos de banda, la buena relación 
entre estos dos parámetros generará buenas separaciones entre dos picos. 
De acuerdo a la literatura, una resolución inferior a 2,27  podría, generar solapamiento de las señales 
lo que causaría errores en la interpretación de los datos durante la cuantificación del analito y como 
se observa en el cromatograma (ver ilustración 20), la  resolución de los picos en algunos casos como 
entre los picos 2 y 3 y los 5 y 6, es muy baja, por esta razón se realizaron algunas modificaciones al 
gradiente de la fase móvil, para intentar mejorarla, sin embargo no fue posible debido a que las 
modificaciones a la polaridad de la fase móvil no mostraban mejoras significativas a estas 
resoluciones y si una separación excesiva de los demás picos, aumentando exageradamente el tiempo 
total del análisis, por lo tanto lo que se recomienda cuando se utilice este método, es que al aplicarlo 
se monitoree que la resolución entre estos pares de señales no disminuya, pues eso implicaría un 
solapamiento significativo en las señales. 
Otro parámetro de idoneidad es la asimetría de los picos, donde de acuerdo a la literatura, lo ideal es 
un valor muy cercano a 1 donde se obtiene una curva gaussiana ensanchando la banda cromatográfica 
hacia una distribución normal, sin embargo se consideran valores aceptables de asimetría dentro de 
un rango de 0.8 y 1,5 (REYES FUENTES, 2013), como se observa en el cromatograma de la 
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ilustración 21, los valores de asimetría se encuentran todos por debajo de uno  en un rango entre 0.76 
hasta 0.90  lo que muestra que hay un ligero fenómeno de fronting, y no de tailing, fenómeno muy 
común en cromatografía que fue evitado con el uso de Acido acético para disminuir el pH, se 
recomienda mantener estos valores de idoneidad del sistema para análisis cromatográficos óptimos. 
Los platos teóricos son valores que expresan la calidad de la columna principalmente, estos valores 
no se encuentran estandarizados en la literatura puesto que son diferentes para cada analito en cada 
método, antiguamente la farmacopea americana expresaba valores específicos de platos teóricos 
mínimos requeridos para llevar a cabo análisis efectivos, sin embargo esto se retiró en ediciones 
recientes debido a que como lo expresan diversos autores, es un parámetro subjetivo y dependerá de 
cada tipo de análisis, para los análisis realizados se observó que en los diferentes cromatogramas 
realizados con el método escogido, los valores de platos teóricos mantienen similitud entre ellos, por 
lo tanto se recomienda que al aplicar esta metodología a diversos análisis, se mantenga el numero de 
platos teóricos cercano al alcanzado (Estos valores pueden ser consultados en sección de anexos) para 
garantizar la idoneidad del método. (Enrique Castaño, 2015) 
Finalmente, con el objetivo de determinar el patrón de señales obtenido con la metodología 
desarrollada, aplicada a muestras de extractos de especies de la familia Asteraceae, se llevó a cabo 
el análisis de un extracto acetonico de Achyrocline Saturaioide, provisto por el grupo de 
investigación PronaUDCA, el cromatograma obtenido se muestra en la figura 21.  
 
Ilustración 21: Cromatograma de A. Saturaioide con el método creado. Fuente: Propia 
En la ilustración 21, se aprecia que el método fue capaz de separar una buena cantidad de compuestos, 
mientras que un análisis de los tiempos de retención con los espectros obtenidos, junto con un análisis 
de los espectros UV de los picos, permitió la identificación de las señales distintivas de cuatro 
flavonoides, la quercetina, luteolina, 3-O-Metilquercetina y la 3,5 dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona, 
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que, según la bibliografía, están presentes en el extracto. (Ruben, 2012) (K.C.B. De Souza, 2007) 
(Ladino Torres, Fabian Ricardo; Lopez Carrillo, Lizeth Johanna, 2016) 
El anterior cromatograma constituye un patrón de referencia para la identificación de los compuestos 
presentes en la especie A. Saturaioide. Al establecerse huellas digitales para especies vegetales, se 
facilita la identificación de las mismas, por lo tanto conviene el uso y creación de bases de datos de 
huellas digitales cuando se quiere trabajar con diversas especies de la familia Asteraceae. 
CONCLUSIONES 
• Mediante diversos ensayos con diferentes gradientes de fase móvil, se logró el desarrollo de 
una metodología por (HPLC DAD) que permite la separación y análisis de 12 flavonoides 
que se han encontrado en especies de la familia Asteraceae. 
• Se estableció como sistema cromatográfico una columna en fase reversa C18 como fase 
estacionaria y un gradiente de fase móvil compuesto por metanol y ácido acético en agua al 
2% adaptados a un detector de arreglo de diodos que permitió establecer las longitudes de 
onda a las cuales se deben cuantificar estos flavonoides, como 320,355,358,360 y 372nm 
• Los flavonoides Rutina- Hiperósido y Apigenina- Hispidulina son respectivamente, pares 
críticos para la separación en sistemas cromatográficos, debido a su similitud estructural, por 
lo tanto, se debe considerar un método alternativo para su identificación en caso de contar 
con estas señales cuando se analicen muestras de extractos vegetales con este método. 
• Utilizando esta metodología, es posible obtener cromatogramas distintivos para los extractos 
vegetales, que pueden servir como parámetro para la identificación de especies de la familia 
Asteraceae. 
• Como fase preliminar de la validación se logró establecer la linealidad de la metodología 
realizada para los 12 flavonoides separados con el método, gracias a una regresión lineal y 
un tratamiento estadístico realizado a los datos. 
RECOMENDACIONES 
• Se recomienda hacer más análisis con extractos provenientes de especies de la familia 
asterácea para hacer una comparación de los perfiles obtenidos y poder establecer una huella 
dactilar para estas especies por análisis computarizado y estadístico. 
• Se recomienda utilizar metodologías alternativas para la identificación de los flavonoides 
rutina e hiperósido en caso de obtener una señal en los tiempos de retención establecidos por 
este método. 
• Llevar a cabo la validación completa tanto del sistema como del método con extractos de la 
familia Asteraceae. 
• Verificar la reproducibilidad de los patrones de señales para una misma especie obtenidos 
con diferentes extractos de la familia Asteraceae. 
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ANEXOS 
ANEXO 1: Identificación de señales por adición de estándar 
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ANEXO II: Comparativa De Espectros 
 ESTANDAR INDIVIDUAL MEZCLA DE ESTÁNDARES 
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ANEXO III: Linealidad 
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0,842 98715,00 
0,842 211120,00 
0,337 80888,00 
0,337 83424,00 
X Y 
30,769 15822411 
30,769 14280269 
15,385 7483849 
15,385 7947762 
2,564 2490039 
2,564 1185026 
1,538 654931 
1,538 703363 
0,769 340419 
0,769 413979 
0,308 134272 
0,308 175168 
y = 270402x - 156027
R² = 0,9545
-2000000,00
0,00
2000000,00
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6000000,00
8000000,00
10000000,00
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Pico 1: Rutina
y = 486883x + 137066
R² = 0,9924
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Pico 2: Miricetina
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Y X 
35,538 11266782 
35,538 10340868 
17,769 5394676 
17,769 5766003 
2,962 1849658 
2,962 921080 
1,777 510279 
1,777 551518 
0,888 275562 
0,888 328067 
0,355 107484 
0,355 135332 
X Y 
38,885 25486599 
38,885 23037110 
19,442 12050757 
19,442 12947518 
3,240 4036580 
3,240 2064489 
1,944 1108004 
1,944 1228328 
0,972 600907 
0,972 735252 
0,389 270407 
0,389 317381 
y = 301730x + 139013
R² = 0,993
0
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4000000
6000000
8000000
10000000
12000000
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Pico 3: luteolin-4-glucosido
y = 619499x + 292205
R² = 0,9925
0
5000000
10000000
15000000
20000000
25000000
30000000
0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000 40,000 45,000
A
re
a 
b
aj
o
 la
 c
u
rv
a
Concentracion
PICO 4: QUERCETINA
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X Y 
32,000 19412452 
32,000 17565429 
16,000 9102241 
16,000 9791156 
2,667 3090599 
2,667 1522815 
1,600 850006 
1,600 950265 
0,800 477914 
0,800 566716 
0,320 211152 
0,320 248712 
X Y 
32,000 18751041 
32,000 17030293 
16,000 8870114 
16,000 9574485 
2,667 3018831 
2,667 1486482 
1,600 839862 
1,600 931009 
0,800 465505 
0,800 549161 
0,320 211641 
0,320 246329 
y = 572834x + 218835
R² = 0,9925
0
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10000000
15000000
20000000
25000000
0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000
A
re
a 
b
aj
o
 la
 c
u
rv
a
concentracion
Pico 5: Luteolina
Series1 Lineal (Series1)
y = 554633x + 229566
R² = 0,9925
0
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Pico 6: 3-O-Metilquercetina
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X Y 
68,262 37767154 
68,262 34258143 
34,131 17879532 
34,131 19427947 
5,688 6026043 
5,688 3146977 
3,413 1724236 
3,413 1861864 
1,707 942527 
1,707 1107751 
0,683 428749 
0,683 490387 
X Y 
34,462 8184286 
34,462 8323131 
8,615 3250341 
8,615 3435909 
2,872 724805 
2,872 645637 
1,723 388597 
1,723 387799 
0,862 78979 
0,862 183852 
0,345 70037 
0,345 72191 
y = 523493x + 485622
R² = 0,9925
0
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15000000
20000000
25000000
30000000
35000000
40000000
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PICO 7: apigenina
y = 241111x + 181298
R² = 0,9726
0
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Pico 8: Eupatorin
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       Y       X 
25,846 12284242 
25,846 13054368 
12,923 4271661 
12,923 5939546 
2,154 1123530 
2,154 1152154 
1,292 605111 
1,292 618890 
0,646 138446 
0,646 268642 
0,258 112187 
0,258 98123 
X Y 
31,692 6850718 
31,692 7602797 
7,923 2951418 
7,923 2996249 
2,641 671639 
2,641 624636 
1,585 346636 
1,585 369117 
0,792 76345 
0,792 162381 
0,317 60469 
0,317 66772 
y = 478061x - 130090
R² = 0,9837
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0
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Pico 9: 7-O-Metilquercetina
y = 229074x + 182111
R² = 0,9677
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Pico 10: Crisina
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X Y 
40,000 7799842 
40,000 8447351 
20,000 3613987 
20,000 3647981 
3,333 1201312 
3,333 1951069 
2,000 366964 
2,000 437606 
1,000 234795 
1,000 322567 
0,400 128902 
0,400 131376 
X Y 
31,385 504591 
31,385 549947 
7,846 89684 
7,846 196574 
2,615 46383 
2,615 34312 
1,569 25209 
1,569 21349 
0,785 8049 
0,785 8622 
0,314 1536 
0,314 5102 
y = 193606x + 203647
R² = 0,9779
0
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2000000
3000000
4000000
5000000
6000000
7000000
8000000
9000000
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Pico 11: 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona
y = 16919x - 1240,8
R² = 0,9831
0
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Pico 12: Tectocrisina
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ANEXO IV CROMATOGRAMAS CON PARAMETROS DE IDONEIDAD DEL SISTEMA 
 
 
 
 
  
 
  
 
  
 
 
       
             
 
 
 
 
   
   
 
 
 
 
   
   
               
    
    
             
    
                        
                
         
